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Introduccion

Las células procariotas son los organismos vivos mas abundantes en la naturaleza (Curtis et al.
2002; Torsvik et al. 2002). Pueden ser encontrados en habitats extremos y no extremos del
planeta (Madigan y Marrs 1997) e interactuando de diversas maneras con otros procariotas o
eucariotas (Peleg et al. 2008; Kai et al. 2009).

Una pregunta que se formula constantemente cuando se comienza a profundizar en las
interacciones que involucran procariotas es: équé compuestos quimicos son utilizados como
intermediarios en dichas interacciones? Para muchos microbidlogos no es raro reconocer que las
bacterias tienen un olor (Schulz y Dikschaft 2007; Bailly y Weisskopf 2012) y a partir de esta
experiencia sensorial no es dificil imaginarse que estos compuestos volatiles emitidos por las
bacterias como parte de su metabolismo pueden estar directamente involucrados en procesos
gue median la comunicacién entre organismos de diferentes o de la misma especie (Kai et al.
2009).

Por su parte, dentro de los eucariotas los organismos mds abundantes son los insectos
(Grimaldi y Engel 2005), quienes también pueden ser encontrados en diversos habitats del planeta
y sobreviviendo a diferentes condiciones extremas (Bale 1996; Strathdee y Bale 1998; Watanabe
et al. 2002). Desde el punto de vista de las interacciones entre insectos con otros organismos
sobresalen aquellas que llevan a cabo con bacterias simbidticas (Werren 1997), con levaduras
(Witzgall et al. 2012) y con las plantas como polinizadores (Burkle et al. 2013).

En el caso de los insectos la pregunta que siempre esta relacionada con las interacciones
con otros organismos es: ¢como detectan los insectos las sefales quimicas que juegan un papel en
su ecologia? Para los entomdlogos las capacidades olfativas de los insectos son ampliamente
reconocidas y para entender el funcionamiento de este sistema sensorial la mayoria de las
investigaciones se han centrado en las antenas como 6rganos quimioreceptores presentes en los
insectos (Grimaldi y Engel 2005; Boroczki et al. 2013).

Para hacernos una idea de la complejidad del mundo quimico al que estan expuestos los
sistemas sensoriales de los insectos podemos tomar como ejemplo una casa normal y observar
todos los elementos que se encuentran en el comedor. Para nosotros los humanos el pobre olor
de este ambiente en realidad es un espacio de olores muy complejo que comprende un amplio
rango de volatiles desde la perspectiva de la antena de una mosca (Stensmyr 2004).
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Acerquémonos al frutero de la mesa y los aproximadamente 230 volatiles emitidos por un banano,
o los 200 emitidos por una pifia se convertirdn en una sinfonia de olores que aumentara en la
medida que las frutas vayan madurando y pasen de alcoholes y aldehidos en las fases verdes del
fruto a los ésteres tipicos de las fases maduras (Stensmyr 2004). Finalmente, se espera que con la
degradacion de la fruta se obtenga una mezcla de diferentes clases de compuestos productos del
metabolismo de los microorganismos actuando sobre el recurso (Stensmyr 2004).

Asi como en el ejemplo anterior, el objetivo de esta revisidn es relacionar la microbiologia
con la entomologia y para ello vamos a poner a interactuar los olores emitidos por los procariotas
durante su metabolismo con las capacidades de deteccion de dichas moléculas volatiles por las
antenas de los insectos. Para lograr esto voy a llamar la atencidon sobre el papel de las sustancias
volatiles emitidas por bacterias como intermediarios en diferentes interacciones bioldgicas que
involucran insectos. Como se vera en algunos de los ejemplos que se van a abordar a continuacion,
las interacciones son diversas, pero en todas, los dos grupos de organismos mas diversos y
abundantes en el planeta resaltan la importancia de la ecologia quimica como una disciplina
multidisciplinaria e integradora con un amplio potencial de investigacién a futuro y con la ventaja
de aportar al desarrollo de soluciones practicas a problemas agricolas, forenses y de transmisién
de enfermedades tropicales.

Ecologia quimica y detritivoros

Un vertebrado muerto tiene una sucesién faunistica compleja y dependiente del tiempo que estd
compuesta por aves, mamiferos omnivoros e insectos (Paczkowski y Schiitz 2011). Sin embargo,
con respecto a las sucesiones microbioldgicas que se pueden encontrar en los cadaveres de
vertebrados la literatura experimental existente es poca (Hopkins et al. 2000).

A pesar de este hecho, es claro que los microorganismos juegan un papel muy importante
como recicladores en los ecosistemas al degradar materia organica e inorganica (Paczkowski y
Schiitz 2011). En estos procesos de degradacion las reacciones quimicas catalizadas por enzimas
microbianas liberan compuestos orgdnicos volatiles como productos intermedios o terminales
(Paczkowski y Schiitz 2011). Debido a que las reacciones de descomposicién dependen de la
temperatura del habitat, de la composicién del material a degradar y de la competencia entre
diferentes especies de microbios (Kai et al. 2009), los patrones de liberacién de los volatiles es
bastante compleja (Vass et al. 2008; Paczkowski y Schiitz 2011).

Dentro de la gran diversidad de compuestos volatiles liberados por procesos bacterianos
sobresalen los alcoholes, acidos orgdnicos, ésteres, aldehidos, cetonas y compuestos aromaticos.
Sin embargo, tal vez las moléculas voladtiles mas reconocidas durante el proceso de
descomposicion de un vertebrado son los compuestos nitrogenados productos de la actividad
bacteriana al descomponer proteinas, como por ejemplo los compuestos poco volatiles conocidos
como cadaverina y putrescina (Statheropoulos et al. 2007; Paczkowski y Schiitz 2011).
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Estos compuestos son no solo atractivos para insectos que buscan poner sus huevos en los
caddveres, sino que también son utilizados por diferentes plantas para asegurar su polinizacidn.
Como ejemplos que nos ayudan a ilustrar el caso tenemos las flores e inflorescencias mas grandes
del planeta (Rafflesia sp. y Amorphophalus titanum respectivamente) y también algunas otras
flores que no solo por su bizarra forma son llamativas, sino también por su fuerte bouquet de
olores que recuerdan un caddver en descomposicién (Stensmyr et al. 2002). Los volatiles
producidos por la flor actian como mensaje para atraer insectos y capturarlos temporalmente en
la flor para asegurar su polinizaciéon (Stensmyr et al. 2002; Stensmyr 2004). Finalmente, este
interesante sistema de polinizacion tiene como elemento adicional el engaiio al que es sometido
un grupo de insectos, a los cuales sus sistemas sensoriales les indican que se esta acercando a un
cadaver, cuando en realidad su comportamiento estd contribuyendo silenciosamente a un caso de
reproduccion sexual en el cual el insecto no recibe ningln tipo de retribucion por la labor llevada a
cabo (Stensmyr 2004).

Una de las aplicaciones mas importante del estudio de las interacciones bacteria-insectos
en cadaveres en descomposicién es la relacionada con la emision de compuestos volatiles y como
estos pueden ayudar a determinar el intervalo postmortem durante las investigaciones de
crimenes (Paczkowski y Schitz 2011). La légica detras de la ecologia quimica del proceso es que
varios autores sugieren que patrones dinamicos de emisién de volatiles podrian ser utilizados para
determinar el intervalo postmortem con base en las larvas de insectos presentes en el cadaver.
Debido a la complejidad quimica del proceso de degradacion se sugiere que se podrian utilizar los
insectos y sus fases inmaduras como filtros indicadores de tiempo (Paczkowski y Schiitz 2011).
Como ejemplo que ilustra lo anterior se tiene a dipteros generalistas como Calliphora vicina o
Lucilia caesar presentes durante todas las fases de descomposicidn y otras especies especialistas
que solamente se encuentran en ciertas etapas de decaimiento del cuerpo como Hydrotaea
aenescens o H. meteorica (Matuszewski et al. 2010; Packowski et al. 2011).

Ecologia quimica y fitofagos

La presencia de bacterias en el suelo y liberando sustancias volatiles que tienen efectos benéficos
sobre el crecimiento de las plantas ha sido documentada (Ryu et al. 2003) y revisada (Bailly y
Weisskopf 2012). Dentro de los compuestos volatiles emitidos por las bacterias y con un efecto
sobre el crecimiento de las plantas resaltan 300 moléculas identificadas y una alta proporcién aun
no identificadas (Bailly y Weisskopf 2012).

Reduccidn en el crecimiento de plantas también ha sido reportada ante la presencia de
bacterias como: Burkholderia sp, Chromobacterium sp, Pseudomonas sp, Serratia sp. vy
Stenotrophomonas sp. responsables de liberar compuestos como amonio, dimetil disulfido y
cianuro de hidrégeno (Bailly y Weisskopf 2012). Por su parte, un aumento en el crecimiento de
plantas ha sido registrado cuando crecen plantas con bacterias como Arthrobacter sp, Bacillus sp,
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Burkholderia sp, Pseudomonas sp. y Serratia sp. y que producen volatiles como acetoin, 2,3-
butanediol, dimetilhexadecilamina y 2-pentilfuran (Bailly y Weisskopf 2012).

Ademads de la presencia de bacterias en el suelo, las superficies aéreas de las plantas
proveen diversos habitats que también pueden ser colonizados por diferentes especies de
bacterias (Junker et al. 2011). En estos casos, la presencia de nutrientes y la emisidn o secrecion de
metabolitos secundarios que inhiben o facilitan el crecimiento bacteriano tienen un impacto en la
distribucidn de las bacterias sobre diferentes partes de las plantas (Bednarek y Osbourn 2009).

La filésfera es el habitat microbiano encontrado sobre la superficie aérea de las plantas
(Izhaki et al. 2013) y ha sido reconocida por ser colonizada por ensamblajes de microorganismos
que incluyen hongos filamentosos, levaduras, bacterias y bacteriéfagos (Lindow y Brandl 2003).
Las hojas han sido las partes areas de las plantas mas estudiadas y en ellas se han encontrado
bacterias pertenecientes a las familias Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae y
Microbacteriaceae (Krimm et al. 2005; Junker et al. 2011).

Las flores como superficie dptima para el crecimiento de bacterias han sido menos
estudiadas en comparacion con las hojas (Junker et al. 2011). Sin embargo, los pocos estudios
realizados demuestran que la diversidad de bacterias es menor sobre las flores que sobre las hojas
y que la familia Enterobacteriaceae es la predominante en los pétalos (Krimm et al. 2005; Junker et
al. 2011). El papel en la polinizacion de las moléculas volatiles emitidas por las bacterias presentes
en las flores es un campo en la interaccién planta-bacteria-insecto aun a la espera de ser abordado
(Junker et al. 2011).

La amplia variedad de cepas bacterianas y especies de plantas reportadas en interacciones
mediadas por VOCs sugiere que la respuesta fisioldgica a moléculas sefales puede ser compartida
universalmente (Bailly y Weisskopf 2012). Este concepto es soportado asombrosamente por el
hecho de que la mayoria de los compuestos volatiles bacterianos fueron ya descritos como
semioquimicos en la comunicacién planta-insecto o las interacciones bacteria-bacteria y bacteria-
animal (Kai et al. 2009).

Finalmente es importante resaltar las interacciones planta-bacteria patdgena-vector, en
las cuales sobresale como las plantas atacadas por bacterias cambian su produccién de sustancias
volatiles en cantidad y calidad y como este cambio en el patrdn de olores beneficia a los insectos
vectores del patdgeno que se ven fuertemente atraidos por las sustancias ahora liberadas (Mann
et al. 2012). Por ejemplo, plantas de citricos infectadas con la bacteria Candidatus Liberibacter
asiaticus liberan mas metilsalicilato que las plantas no infectadas quienes a su vez liberan mas
metil antranilato y D-limoneno. Esta liberacién diferencial atrae mas al insecto vector Diaphorina
citri. Este tipo de interacciones demuestran como las bacterias afectan a su planta huésped para
aumentar la posibilidad de su transmisidén a nuevas plantas aun no infectadas (Mann et al. 2012).
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Ecologia quimica y hematéfagos

Las bacterias que habitan la piel de los humanos no solamente actian como patégenos o como
defensa contra enfermedades, sino que también son importantes produciendo olores que son
atractivos para mosquitos, acaros, garrapatas y triatominos (Verhulst et al. 2010; Ortiz y Molina
2010; Ortiz et al. 2011).

La produccién de estas sustancias volatiles importantes en la atraccién de insectos hematéfagos se
logra por la presencia de las bacterias cutaneas en la vecindad de las glandulas apocrinas y ecrinas
de la piel, quienes logran que el sudor humano inodoro adquiera un olor después de ser incubado
por ellas (Verhulst et al. 2010). Es asi como las Corynebacterias toman los acidos grasos de cadena
larga de la piel y los transforman en acidos grasos de cadena corta o media que producen mal olor
(James et al. 2004). Luego las Brevibacterias y los Micrococos toman estos acidos grasos cortos y
los metabolizan ain mas (James et al. 2004). Completando la secuencia de produccién de
sustancias volatiles se encuentran los Staphylococcus quienes convierten los aminoacidos de
cadenas ramificadas en aminodacidos de cadenas cortas altamente volatiles (James et al. 2004).

La demostracion del efecto de las bacterias sobre la produccidn de volatiles atractivos para
mosquitos se logré después de incubar sudor ecrino con bacterias durante uno o dos dias y luego
confirmar su efecto atractivo para mosquitos de la especie Anopheles gambiae (Braks y Takken
1999). Posteriormente se demostré que los volatiles emitidos por bacterias cultivadas de la piel y
mantenidas in vitro en cajas de Petri con agar son también atractivas para Anopheles gambiae
(Verhulst et al. 2009).

El papel de las bacterias de la piel en la atraccidn de insectos hematdfagos y su
importancia evolutiva en las interacciones huésped-vector queddé demostrada con la reciente
evidencia de atraccion en insectos hemimetabolos como Rhodnius prolixus de los volatiles
emitidos por las bacterias cutaneas (Ortiz y Molina 2010). En esta especie la aplicacion de geles
antibacteriales en la piel de la cara elimina el efecto atractivo por algunas horas y este se recupera
después de 12 horas de iniciado el tratamiento (Ortiz y Molina 2010; Ortiz et al. 2011).

Microbiologia, entomologia y ecologia quimica aplicadas

Tal vez uno de los ejemplos mas interesantes de interaccidn tritréfica entre bacterias e insectos
fue reportada por Leroy et al. (2011). El caso es uno de los mejores ejemplos que ayuda a ilustrar
como la ecologia quimica surge como una estrategia novedosa para brindar herramientas que
permitan controlar una plaga que se ha convertido en un serio problema en la produccidn agricola.
Las estrategias de control (quimico y bioldgico) que por excelencia son implementadas en casos
donde la plaga tiene fuertes efectos en la economia han sido burladas y han permitido el aumento
de las poblaciones del afido Acyrthosiphon pisum (Leroy et al. 2011).
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En este ejemplo se encontré como la bacteria Staphylococcus sciuri aislada de las
secreciones ricas en azlcares y aminodcidos del afido A. pisum produce las cairomonas 3-metil-2-
butenal y el acido 2-metilbutanoico que aumentan la atracciéon e inducen la ovoposicidén en la
mosca Episyrphus balteatus, enemigo natural del 4fido (Leroy et al. 2011).

Los volatiles producidos por la bacteria y que actian como cairomonas son producto del
metabolismo de los abundantes aminoacidos presentes en las secreciones de los afidos y llevados
a cabo a nivel general por todos los Staphylococcus (Schulz y Dickschat 2007).

Experimentos de laboratorio, en invernadero y en campo demostraron que la aplicacion
de S. sciuri en las plantas induce una atraccién y al mismo tiempo una ovoposicién
significativamente mayor sobre ellas de las moscas con potencial de ser utilizadas como
controladoras bioldgicas (Leroy et al. 2011). Estos resultados sugieren entonces que la aplicacién
de las cairomonas producidas por Staphylococcus sciuri podrian ser utilizadas para aumentar la
posibilidad de que los afidos y las moscas entren en contacto, disminuyendo de esta manera el
efecto negativo de los primeros sobre las plantas.

Aplicaciones en biosensores

Los biosensores son basicamente instrumentos de medicidon que muestrean compuestos
guimicos, organismos o parametros fisicos por la combinacién espacial y funcional de
componentes bioldgicos orgdnicos como proteinas, organelos, células o fragmentos de organismos
con partes de un dispositivo técnico o transductor quimico que generalmente produce una sefial
eléctrica de salida (Paczkowski et al. 2011). Con la combinacién de un transductor técnico y una
unidad sensorial bioldgica es posible reproducir las capacidades de sensibilidad y selectividad de
los sensores naturales en campos de aplicacion casi ilimitados (Paczkowski et al. 2011).

Los biosensores se clasifican dependiendo del tipo de biocomponente utilizado, el estado
de desarrollo (generacién) y el tipo de transductor (Paczkowski et al. 2011). Para el caso de la
presente revision voy a centrarme exclusivamente en biosensores inspirados en el sistema olfativo
de los insectos, que sean de segunda o tercera generaciéon y por afinidad, es decir que no
producen un metabolito como producto.

Los biosensores inspirados en el sistema olfativo de los insectos utilizan como principio
basico la alta selectividad y sensibilidad de las proteinas receptoras olfativas que se encuentran en
las membranas dendriticas de las neuronas sensoriales. Por ejemplo, Bombyx mori es capaz de
rastrear 1000 moléculas/s de su feromona bombycol en 1 cm® de aire. Esto es equivalente a
detectar 1 g de azucar diluido y distribuido en todo el volumen de agua del lago Constanza
(Paczkowski et al. 2011). Ademas de la sensibilidad del sistema otra ventaja es la capacidad de
deteccion de la molécula de interés en ambientes quimicos complejos, para este caso se puede
ilustrar la situacién con la especie Melanophila acuminata que puede detectar a mas de un
kilbmetro las moléculas de un pino (Pynus sylvestris) de 30 cm de didmetro quemandose y
liberando 7 g de guaiacol por hora bajo una velocidad del viento de 0,3 m/s (Schitz et al. 1999).
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La aproximacion metodoldgica base para los biosensores inspirados en antenas de
insectos son los electroantenogramas, una técnica desarrollada en 1957 (Schneider 1957).
Cambios de voltaje en las sefiales eléctricas obtenidas en la antena estimulada con sustancias
quimicas vy filtradas para el ruido electromagnético de 60 Hz son las respuestas observadas. Los
resultados obtenidos pueden de esta manera ser cuantificados para determinar el efecto de
compuestos individuales y del aumento en sus concentraciones (Park y Baker 2002). El efecto
sobre un electroantenograma de varias antenas de una misma especie de insecto conectadas en
serie es el aumento de la amplitud de la respuesta obtenida al estimular quimicamente a la antena
(Moore 1981; Park y Baker 2002). De igual manera, el poder de discriminacidon de sustancias
volatiles en ambientes complejos en olores puede ser aumentado al conectar electrénicamente
antenas de diferentes especies (Park et al. 2002).

La utilizacion de antenas de insectos intactas como biocomponentes que sirvan como
detectores en biosensores necesita de uniones mecdanicas y electrénicas estables que eviten que la
antena sufra algun dafio durante el proceso (Paczkowski et al. 2011). Para ello han demostrado ser
de mucha utilidad los BioFETs o sensores hibridos que consisten en la unién de una antena de un
insecto y un transistor de efecto de campo (FET) (Schoning et al. 2000; Schroth et al. 2001). En
principio, después de acoplar la antena al FET por medio de una interface compuesta de un
electrolito, la sefal de la antena puede ser detectada y amplificada por el transistor (Schroth et al.
2001). Una vez las moléculas de olor son detectadas la antena genera dipolos eléctricos a lo largo
de las sensilias antenales y una suma de todos estos pequefios dipolos se genera a lo largo de toda
la antena, la cual es detectada y amplificada por el FET (Schroth et al. 2001; Paczkowski et al.
2011). Los cambios de corriente registrados por el FET son dependientes de la concentracion de la
sustancia que la antena detecta (Paczkowski et al. 2011).

Dos aproximaciones experimentales han sido evaluadas para BioFETs; la primera consiste
en mantener la antena conectada al insecto y la parte distal de la antena embebida en el
electrolito. Esta técnica se conoce como “whole-insect BioFET”. Por su parte, la segunda técnica
consiste en retirar la antena del insecto, mantener la parte distal y proximal de la antena
embebida en el electrolito y utilizar la antena como un sensor aislado del insecto, en este caso se
conoce como “isolated-antenna BioFET” (Schroth et al. 2001; Paczkowski et al. 2011). En
cualquiera de los dos casos se debe asegurar que una buena parte de la antena esté expuesta al
flujo de aire a analizar (Schroth et al. 2001).

En la técnica, para eliminar las respuestas de los mecanoreceptores presentes en la antena
es necesario aplicar una corriente de aire constante y a esa corriente se aplican en diferentes
momentos las diversas concentraciones de las sustancias quimicas a evaluar (Schroth et a/.2001).

Cuatro aplicaciones de esta técnica con antenas de insectos se presentan a continuacién:
a) Deteccién de fuego; en este caso antenas de los coledpteros pertenecientes a las especies
Melanophila acuminata, Leptinotarsa decemlineata y Phaenops cyanea han sido evaluados para
detectar incendios en estadios tempranos (Schiitz et al. 1999; Schroth et al. 2001). b) Deteccién de
infestacion por fitéfagos en cultivos; en este caso se conoce que la especie Leptinotarsa
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decemlineata es capaz de detectar y reconocer los volatiles emitidos por plantas atacadas por
conespecificos, por el hongo Phytophthora infestans o por dafios mecanicos producidos por
maquinaria agricola (Schiitz y Weissbecker 2003). c) Evaluacién del aumento de infestacidon de
insectos pestes de bosques; en este caso sobresale la utilizacion de antenas de insectos para
detectar arboles débiles y que potencialmente pueden ser atacados por insectos. Como ejemplo
se tiene al coledptero Phaenops cyanea que es capaz de detectar diferentes volatiles emitidos por
el arbol después de sufrir estrés hidrico, dafio mecanico o ataque de hongos (Schroth et al. 2001;
Schiitz et al. 2004); y d) Estimacién del intervalo postmortem en medicina legal; como se describid
anteriormente en el texto, las antenas de especies generalistas de insectos pueden ser utilizadas
para detectar la presencia de cadaveres, mientras que las antenas de insectos especialistas
podrian ser utilizadas para detectar solo determinadas fases en el estado de descomposicién del
caddver (Paczkowski et al. 2011).

Debido a la diversidad de interacciones ecolégicas entre animales y otros organismos vivos
en la naturaleza, el concepto de biosensores y aproximaciones biomiméticas pueden conducir a
numerosas aplicaciones adicionales para rastrear, vigilar y monitorear procesos ambientales e
industriales (Paczkowski et al. 2011).

La mayor desventaja de la técnica arriba mencionada es la corta vida de las antenas
utilizadas como sensores y por lo tanto la necesidad también de personal especializado para
operar el sistema. Por lo tanto, los biosensores son mas utiles para realizar pruebas de detecciény
seguimiento de corta duracién y en menor medida monitoreos a largo plazo (Paczkowski et al.
2011).
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